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1. INTRODUCCIÓN
La reciente y rápida dispersión de la variante asiática del subtipo
H5N1 del virus de la influenza aviar (IA) (Tiensin et al., 2005; Webster
et al., 2006) representa una grave amenaza no sólo para la industria
avícola, sino también para las aves silvestres, varias especies de mamí-
feros y humanos en contacto con estas especies (Alexander, 2000, 2005;
Kuiken et al., 2004; Nicholson et al., 2003; Subbarao y Shaw, 2000).
Asimismo, hay una cada vez mayor preocupación acerca del potencial
de este subtipo H5N1 para dar lugar a una nueva variante pandémica de
virus influenza A (Hatta y Kawaoka, 2002; Li et al., 2004; Webster y
Hulse, 2004). Todo ello ha renovado el interés por la influenza aviar
altamente patógena (IAAP), una enfermedad de las aves de granja que
puede llegar a causar enormes estragos en las explotaciones avícolas
(Capua et al., 2003; Capua y Alexander, 2004). Descrita en Italia en
1878 (Perroncito), figura en la lista de enfermedades de declaración
obligatoria de la OIE (Organización Internacional de Epizootias) (Office
International des Epizooties, 2005) ya que su aparición acarrea graves
consecuencias comerciales y económicas debido tanto a las medidas
sanitarias (sacrificios obligatorios de aves, vacunaciones), necesarias
para erradicar los brotes, como a las restricciones que se adoptan en
relación con el comercio de aves y sus productos, con el fin de limitar
y controlar la extensión de la enfermedad a zonas libres de ella.
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El diagnóstico rápido de la IAAP es fundamental para prevenir la
expansión de la enfermedad y permitir el control y erradicación de los
brotes rápidamente. En este artículo se describe la sistemática actual del
diagnóstico laboratorial de la influenza aviar, y se exponen los avances
que se han producido recientemente en este área, como consecuencia
fundamentalmente de la puesta en marcha, en un número cada vez mayor
de países, de programas de vigilancia epidemiológica de esta enferme-
dad, dirigidos a la detección temprana de la introducción del virus de la
IA altamente patógeno, y en particular del subtipo H5N1 asiático. Por
último, se describe la sistemática actualmente utilizada para el diagnós-
tico de la influenza aviar en España.
2. CONCEPTOS GENERALES SOBRE LOS VIRUS
2. INFLUENZA
En este apartado se revisan brevemente las características más rele-
vantes de los virus influenza en relación con el diagnóstico de la IA,
teniendo en cuenta que otros artículos dentro de este volumen abordan
una descripción más minuciosa de los mismos. La influenza aviar es
causada por un conjunto de virus que se clasifican dentro del género
influenzavirus tipo A, perteneciente a la familia Orthomyxoviridae 1. Esta
familia engloba virus con envuelta y genoma RNA segmentado de ca-
dena sencilla y polaridad negativa (Wright y Webster, 2001). Estos virus
exhiben en su superficie dos tipos de glicoproteínas mayoritarias inser-
tadas en su envuelta lipídica, conocidas como hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) en las que residen tanto la unión a receptores ce-
lulares como los sitios principales de reconocimiento antigénico por
parte del sistema inmunitario del huésped. Los subtipos serológicos de
virus influenza A vienen determinados según la particular composición
de HA y NA que exhiben en la superficie. Se conocen 16 subtipos dife-
rentes de HA (H1-H16) y 9 de NA (N1-N9). Estas dos glicoproteínas
virales se pueden presentar en cualquier combinación, lo cual da lugar
a 144 subtipos serológicos distintos de virus influenza. Cada subtipo
1 Existen otros dos géneros de influenzavirus (tipos B y C) dentro de los Orthomyxo-
viridae pero solamente el tipo A es el único responsable de la influenza aviar, además de
causa importante de enfermedad en humanos, cerdos y caballos. El tipo B se considera
restringido a humanos y el C se ha aislado en el hombre y en el cerdo.
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tiene sólo una clase de antígeno HA y una clase de antígeno NA. Se
denominan HxNy siendo X e Y el subtipo de HA y NA, respectivamen-
te, que poseen. Por ejemplo, H5N1 designa el virus influenza A que
posee HA del subtipo H5 y NA del subtipo N1. Conviene recalcar que
dentro de cada subtipo existe una considerable variabilidad genética,
antigénica y fenotípica. Así, diferentes «aislados» de virus influenza,
pertenecientes a un mismo subtipo, pueden diferir considerablemente en
importantes propiedades biológicas, entre ellas su patogenicidad. Por
consiguiente, en el diagnóstico de influenza aviar se deberá, siempre que
sea posible, no sólo determinar el subtipo de virus sino también su
patogenicidad.
Los virus de la influenza aviar, por tanto, no son homogéneos, sino
que hay una gran variedad de ellos, y esta variedad, que reside en su
estructura genética y se refleja en su estructura antigénica, determina
también su patogenicidad. Existen cepas de baja patogenicidad (IABP)
y cepas de alta patogenicidad (IAAP). Todas ellas son capaces de infec-
tar y por tanto multiplicarse en aves, pero mientras que las de baja
patogenicidad apenas afectan a sus huéspedes, las de alta patogenicidad
producen una enfermedad letal en un porcentaje muy alto de las aves
infectadas. No todos los subtipos de virus influenza tipo A son capaces
de dar lugar a cepas altamente patógenas. Cuando se han aislado y
estudiado las cepas altamente patógenas, se ha encontrado que hasta el
momento todas pertenecen a los subtipos H5 o H7 2. En las Tablas 1 y
2 se recogen algunas características de una buena parte de las cepas de
IAAP aisladas desde el año 1959 hasta hoy en todo el mundo, así como
algunas cepas de baja patogenicidad, para comparación (Commission of
The European Communities, 2006). La patogenicidad no es la misma en
todas las especies de aves. Se consideran más susceptibles las aves de
granja, en particular pavos y gallinas (Alexander, 2000). De hecho, las
cepas de IAAP derivan de cepas de baja patogenicidad (IABP), común-
mente presentes en ciertas especies de aves silvestres, fundamentalmen-
te acuáticas (anseriformes, charadriiformes, etc.), que actúan como re-
servorio, y que al infectar aves de corral van ganando patogenicidad a
medida que se van adaptando al nuevo huésped. Se han documentado
2 Hay una excepción: dos aislados de subtipo H10 que, si bien cumplen los criterios
para ser considerados de alta patogenicidad por inoculación intravenosa en pollos, no
produjeron muerte ni signos de enfermedad cuando se inocularon por vía intranasal (23).
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casos en los que, tras una simple mutación puntual, uno de estos virus
ha dado lugar a una cepa de alta patogenicidad (Capua y Alexander,
2004; García et al., 1996). Este proceso, que puede ocurrir muy rápida-
mente (unas semanas, desde que el virus entra en contacto con las aves
susceptibles), tiene lugar porque los virus de los subtipos H5 o H7 pre-
sentan cierta tendencia a mutar en una región del gen HA en la que es
codificado el sitio de procesamiento proteolítico de la hemaglutinina,
denominado HA0. Este sitio es fundamental en el ciclo biológico del
virus ya que determina el lugar donde la HA es reconocida y procesada
por una proteasa específica del tipo tripsina, que se expresa a nivel de
las mucosas respiratoria y digestiva del huésped, paso necesario para
permitir la fusión celular en un ciclo posterior de la infección (varios
autores, 2005). Esta característica permite explicar el comportamiento
menos invasivo de las cepas de baja patogenicidad. En principio, en el
huésped que actúa como reservorio el virus permanece estable, o en
«estasis», y no necesita cambiar puesto que está perfectamente adapta-
do. Cuando el virus, en particular de subtipo H5 o H7, infecta a pollos
o pavos, sufre un proceso de adaptación al nuevo huésped a consecuen-
cia del cual muta en el sitio de procesamiento proteolítico HA0, concre-
tamente en el sentido de añadir nuevos sitios de procesamiento más in-
específicos, en general por sustituciones o adiciones que incrementan el
número de residuos aminoácidos básicos en esa región de la proteína.
Ello se traduce en que el virus puede ser procesado por un rango más
amplio de proteasas menos específicas y más ubicuas, lo que incrementa
el acceso del virus a distintos tejidos del huésped, potenciando su pato-
genicidad. Las Tablas 1 y 2 recogen las secuencias de aminoácidos de
los sitios de procesamiento HA0 de una serie de aislados de IAAP e
IABP secuenciados en los últimos años, donde se puede apreciar el
incremento en residuos aminoácidos básicos asociado con la patogeni-
cidad, estimada según un ensayo biológico de mortalidad in vivo (Com-
mission of The European Communities, 2006), tal y como se describe
más abajo (apartado 3.3.5). En la actualidad todos los aislados de sub-
tipo H5 y H7 deben ser notificados a las autoridades veterinarias com-
petentes y se debe obtener información acerca de su patogenicidad o
potencial patogenicidad a nivel molecular.
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TABLA 1. Ejemplos de secuencias de aminoácidos (motivos) deducidas
de secuencias nucleotídicas derivadas del sitio de procesamiento proteolítico HA0
de distintos aislados de subtipo H5 del virus de influenza aviar, incluyendo
tanto aislados de alta (IAAP) como de baja (IABP) patogenicidad
(Commission of The European Communities, 2006)
Virus Subtipo Motivo Patogenicidad 1
Numerosos virus eurasiáticos H5N * PQRETR/GLF IABP
A/turkey/Kfar Vitkin/71 H5N2 PQREAR/GLF IABP
A/turkey/Ramon/73 H5N2 PQREAR/GLF IABP
A/laughing gull/AK/296/75 H5N3 PSIGER/LF IABP
A/arctic tern/AK/300/75 H5N3 PSIGER/GLF IABP
A/mallard/Alberta/271/88 H5N3 PEKQTR/GLF IABP
A/chicken/Italy/RA9097/98 H5N9 PQKETR/GLF IABP
A/chicken/Scotland/59 H5N1 PQRKKR/GLF IAAP
A/tern/South Africa/61 H5N1 PQRETRRQKR/GLF IAAP
A/turkey/Ontario/7732/66 H5N9 PQRRKKR/GLF IAAP
A/chicken/PA/1370/83 H5N2 PQKKKR/GLF IAAP
A/duck/Ireland/113/83 H5N8 PQRKRKKR/GLF IAAP
A/turkey/Ireland/1378/83 H5N8 PQRKRKKR/GLF IAAP
A/turkey/England/91 H5N1 PQRKRKTR/GLF IAAP
A/chicken/Pueblo/94 H5N2 PQRKRKTR/GLF IAAP
A/chicken/Queretaro/20/95 H5N2 PQRKRKRKTR/GLF IAAP
A/chicken/Hong Kong/990/97 H5N1 PQRERRRKKR/GLF IAAP
A/Hong Kong/156/97 H5N1 PQRETRRKKR/GLF IAAP
A/Hong Kong/486/97 H5N1 PQRRRRKKR/GLF IAAP
A/poultry/Italy/97 H5N2 PQRRRKKR/GLF IAAP
A/chicken/Italy/1487/97 H5N2 PQRRKKRR/GLF IAAP
A/chicken/Thailand/04 (1,2,3) H5N1 PQRERRRKKR/GLF HPAI
A/avian/Texas/04 H5N2 PQRKKR/GLF IAAP
A/ostrich/South Africa/N227/04 H5N2 PQREKRRKKR/GLF IAAP
A/turkey/Turkey/1194/05 H5N1 PQGERRRKKR/GLF IAAP
* varios. 1 = Patogenicidad de los virus determinada por pruebas de patogenicidad por inoculación
intravenosa o equivalentes.
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TABLA 2. Ejemplos de secuencias de aminoácidos (motivos) deducidas de secuencias
nucleotídicas derivadas del sitio de procesamiento proteolítico HA0 del de distintos
aislados del subtipo H7 del virus de influenza aviar, incluyendo tanto aislados
de alta (IAAP) como de baja (IABP) patogenicidad
(Commission of The European Communities, 2006)
Virus Subtipo Motivo Patogenicidad 1
Numerosos virus americanos H7N * PENPKTR/GLF IABP
Id. americanos y eurasiáticos H7N * PEIPKGR/GLF IABP
A/ruddy turnstone/NJ/65/85 H7N3 PEKPKTR/GLF IABP
A/duck/OH/10/88 H7N8 PESPKTR/GLF IABP
A/finch/CA/28710-8/93 H7N8 PEIPKER/GLF IABP
A/mallard/Italy/440-8/05 H7N7 PEIPKGR/GLF IABP
A/FPV/Brescia/02 H7N1 PSKKRKKR/GLF IAAP
A/FPV/Dobson/27 H7N7 PELPKKRRKRGLF IAAP
A/FPV/Dutch/27 H7N7 PPKKRRKR/GLF IAAP
A/FPV/Rostock/34 H7N1 PEPSKKREKR/GLF IAAP
A/FPV/Weybridge H7N7 PELPKKRRKR/GLF IAAP
A/FPV/Egypt/45 H7N7 FSKKRRKR/GLF IAAP
A/turkey/England/63 H7N3 PETPKRRRR/GLF IAAP
A/chicken/Victoria/76 H7N7 PEIPKKKEKR/GLF IAAP
A/chicken/Victoria/76 H7N7 PEIPKKREKR/GLF IAAP
A/turkey/England/199/79 H7N7 PEIPKKREKR/GLF IAAP
A/turkey/England/199/79 H7N7 PEIPKKRKR/GLF IAAP
A/chicken/Leipzig/79 H7N7 PEIPKKKGR/GLF IAAP
A/goose/Leipzig/137/79 H7N7 PEIPKRKGR/GLF IAAP
A/goose/Leipzig/187/79 H7N7 PEIPKKKKGR/GLF IAAP
A/goose/Leipzig/192/79 H7N7 PEIPKKKKKGR/GLF IAAP
A/chicken/Victoria/1/85 H7N7 PEIPKKREKR/GLF IAAP
A/starling/Victoria/5156/85 H7N7 PEIPKKREKR/GLF IAAP
A/chicken/Pakistan/447/94 H7N3 PETPKRKRKR/GLF IAAP
A/chicken/Pakistan/547-99/95 H7N3 PETPKRRNRGLF IAAP
A/chicken/Pakistan/1369/95 H7N3 PETPKRRKR/GLF IAAP
A/poultry/Italy/99 H7N1 PEIPKGSRVRR/GLF IAAP
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TABLA 2. Ejemplos de secuencias de aminoácidos (motivos) deducidas de secuencias
nucleotídicas derivadas del sitio de procesamiento proteolítico HA0 del de distintos
aislados del subtipo H7 del virus de influenza aviar, incluyendo tanto aislados
de alta (IAAP) como de baja (IABP) patogenicidad
(Commission of The European Communities, 2006) (cont.)
Virus Subtipo Motivo Patogenicidad 1
A/chicken/Pakistan/var./01 H7N3 PETPKRRKR/GLF IAAP
A/poultry/Chile/02 H7N3 PEKPKTCSPLS
RCRETR/GLF IAAP
A/chicken/Netherlands/03 H7N7 PEIPKRRRR/GLF IAAP
A/chicken/CanadaBC/514/04 H7N3 PENPKQAYRKR
MTR/GLF IAAP
* varios. 1 = Patogenicidad de los virus determinada por pruebas de patogenicidad por inoculación
intravenosa o equivalentes.
3. DIAGNÓSTICO DE INFLUENZA AVIAR
3.1. Legislación y definiciones
La piedra angular de la legislación de la UE sobre el control y
prevención de la influenza aviar ha sido la Directiva del Consejo 92/40/
CEE, transpuesta a la legislación española mediante el Real Decreto
1025/1993. Esta Directiva ha sido derogada recientemente por la 2005/
94/EC, que establece las medidas para el control de la IA. En esta
Directiva, y en particular en el artículo 50, se establece que a nivel
comunitario son necesarios unos métodos de muestreo, procedimientos
de diagnóstico y criterios de evaluación de los resultados obtenidos por
las técnicas de laboratorio para la confirmación de IA. Para ello se ha
adoptado una Decisión de la Comisión de aprobar un Manual de Diag-
nóstico para la IA que se aplicará a partir del 1 de julio de 2007.
En el anexo VII de la Directiva 2005/94/EC se establecen las funcio-
nes y deberes del Laboratorio Comunitario de Referencia para IA en
Weybrigde (Reino Unido) como son coordinar los métodos de diagnósti-
co en los Estados miembros, realizar ensayos interlaboratoriales periódi-
cos, y suministrar los reactivos de referencia necesarios para el diagnós-
tico, así como mantener una cooperación estrecha con los Laboratorios de
Referencia de la O.I.E. y de la F.A.O. para la influenza aviar.
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La Directiva 2005/94/EC da las siguientes definiciones en relación
con el diagnóstico de influenza aviar:
 Influenza Aviar (IA). Es una infección de las aves de corral u
otras aves cautivas causada por un virus influenza de tipo A:
 de los subtipos H5 o H7, o
 con un índice de patogenicidad intravenoso (IPIV) en pollitos
de seis semanas mayor de 1,2.
 Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP). Es una infección
causada por:
 a) un virus de la IA del subtipo H5 o H7 con múltiples resi-
duos aminoácidos básicos en el sitio de procesamiento de la
HA, similar a otros virus IAAP, indicio de que la HA puede
ser escindida por proteasas ubicuas en el hospedador; o
 b) un virus de la IA con un IPIV mayor de 1,2.
 Influenza Aviar de Baja Patogenicidad (IABP). Es una infección
causada por un virus IA del subtipo H5 o H7 que no este dentro
de la definición del punto anterior.
Por otra parte, la última edición (2005) del Manual de Pruebas de
Diagnóstico y Vacunas para los Animales Terrestres, de la Organización
Internacional de Epizootías (O.I.E) (Office International des Epizooties,
2005) considera que todos los virus de la influenza aviar pertenecientes a
los subtipos H5 o H7 son «notificables» (IAN), distinguiendo entre éstos
a los virus de alta (IANAP) y de baja (IANBP) patogenicidad, definidos
éstos de forma análoga a la Directiva 2005/94/EC, según su IPIV en po-
llitos de seis semanas, o bien su secuencia de aminoácidos en el sitio HA0.
Así pues, la actual legislación concerniente al diagnóstico de la in-
fluenza aviar, tanto en el ámbito de la UE como de la O.I.E., recoge tanto
el hecho de que los virus causantes de la influenza aviar altamente pató-
gena siempre han sido H5 o H7, como el hecho de que si bien la gran
mayoría de éstos son variantes de baja patogenicidad, existe el riesgo de
que evolucionen a alta patogenicidad en determinadas circunstancias, por
lo que en cualquier caso deben ser notificados y tomadas las medidas
precisas para controlar y evitar su dispersión en las aves de granja.
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3.2. Diagnóstico clínico
No existen síntomas patognomónicos de IA, ya que los posibles sín-
tomas son compatibles con otras enfermedades de aves como, por ejem-
plo, la enfermedad de Newcastle. Además los cuadros clínicos que se
pueden encontrar en las aves infectadas con el virus IA puede variar
desde la muerte súbita sin síntomas por presentarse como infección
hiperaguda, en el caso de gallinas y pavos, por ejemplo, hasta la situa-
ción completamente contraria, infecciones subclínicas cursando igual-
mente sin síntomas clínicos, como puede ser el caso de patos y de
avestruces. Entre estas dos situaciones extremas se pueden dar cuadros
intermedios con síntomas respiratorios, diarrea, inapetencia, disminu-
ción de la puesta, cianosis en cresta y otras zonas libres de plumas,
edema en la cabeza, etc.
Como ya se señaló anteriormente, los virus IA se clasifican según
la mortalidad in vivo y los resultados de la investigación de la secuencia
del sitio HA0 como: 1) Influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP),
2) Influenza aviar de baja patogenicidad (IABP). Por un lado, en la
IABP el cuadro clínico dependerá de la virulencia del virus involucrado,
de factores dependientes del ave afectada como la especie, la edad, el
estado inmunológico, la presencia de otros agentes infecciosos (Pas-
teurella spp, enfermedad de Newcastle, pneumovirus aviar, bronquitis
infecciosa, E. coli, Mycoplasma spp), y por último, de factores ambien-
tales como el exceso de amonio, polvo, calor o frío excesivo. Por otro
lado, la IAAP, enfermedad conocida hasta 1981 como «Peste aviar»
(Bankowski, 1985), es causante de brotes graves de la enfermedad, ata-
cando a diversos órganos y provocando una elevada tasa de mortalidad
(frecuentemente el 100%) con múltiples lesiones necróticas, hemorrági-
cas e inflamatorias en órganos, cerebro y piel. En una explotación la
enfermedad puede aparecer de forma repentina sin signos previos, o
mínimos signos de depresión, inapetencia, plumas erizadas y fiebre. En
las gallinas infectadas se puede producir una disminución de la puesta
seguida de una paralización, las aves quedan sentadas o semicomatosas
con la cabeza tocando el suelo. Otros signos frecuentes son crestas y
barbillas cianóticas y edematosas, diarrea profusa y sed, dificultad para
respirar y abundante lagrimeo. La mortalidad varía del 50 al 100%. En
broilers los signos son menos obvios, e incluyen depresión, inapetencia,
edema de cara y cuello y síntomas nerviosos como tortícolis y ataxia,
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con una marcada mortalidad. En pavos los signos clínicos son similares
a otras aves domésticas, si bien la mortalidad en esta especie es frecuen-
temente muy alta. En gansos se observa depresión, inapetencia, diarrea,
sinusitis y en individuos jóvenes, signos neurológicos. Los patos no
suelen mostrar signos clínicos, aunque algunas cepas producen signos
similares a los observados en gansos. En avestruces los signos pueden
estar ausentes tanto en IAAP como en IABP.
 Lesiones post mortem en aves infectadas con IAAP: En el cua-
dro hiperagudo las lesiones son mínimas, se puede observar des-
hidratación y congestión de vísceras y músculos. En aves que
mueren después de un curso más prolongado, se observan pete-
quias y hemorragias en el cuerpo, particularmente en laringe,
ventrículos y grasa del epicardio, y en la superficie serosa adya-
cente al esternón. Asimismo se puede observar edema subcutá-
neo alrededor de la cabeza, focos necróticos amarillos o grises
en bazo, hígado, riñones y pulmones. Los sacos aéreos pueden
contener un exudado y el bazo puede estar aumentado (espleno-
megalia) y hemorrágico (Elbers et al., 2004).
 En el análisis histológico no hay lesiones típicas, aunque pueden
observarse focos necróticos en pulmones, hígado y riñones, así
como gliosis, proliferación vascular y degeneración neuronal en
el cerebro, edema y hemorragias en miocardio, bazo, pulmón,
cerebro y barbillas.
 Diagnóstico diferencial. En el diagnóstico diferencial de IAAP
con otras patologías hay que tener en cuenta tanto las enferme-
dades de aves que cursan con alta mortalidad (enfermedad de
Newcastle en su presentación velogénica, Laringotraquitis infec-
ciosa, Peste de los patos, envenenamiento) como las enfermeda-
des que cursan con inflamación de crestas y barbillas (cólera
aguda y otras enfermedades septicemias, celulitis bacterianas de
crestas y barbillas).
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3.3. Diagnóstico de laboratorio
3.3.1. Toma de muestras, conservación y transporte
Para que el diagnóstico de laboratorio sea fiable es muy importante
tanto la técnica y los reactivos utilizados como la experiencia del ope-
rario, pero de nada sirven si no se dispone de las muestras adecuadas,
bien tomadas y bien conservadas hasta la llegada al laboratorio.
Dependiendo de la especie de ave infectada y de la cepa de virus
Influenza involucrada, existe un tropismo diferente del virus en el hos-
pedador, fundamentalmente a nivel de intestino, de tracto respiratorio y
de los distintos órganos.
En las aves vivas se deben tomar necesariamente hisopos traqueales/
bucofaríngeos e hisopos cloacales. Es importante que los hisopos cloa-
cales vayan bien cubiertos de heces por lo que, en el caso de que la toma
de cloaca sea complicada (por ejemplo, en el caso de aves muy peque-
ñas) se pueden recoger heces frescas como alternativa al hisopo cloacal.
En cualquier caso, con el fin de asegurar el aislamiento del virus, se
recomienda que al menos se disponga de un gramo de heces, bien sean
heces directamente o tomadas con el hisopo (Office International des
Epizooties, 2005).
En el caso de aves muertas y dependiendo del tiempo transcurrido
desde la muerte y el estado del cadáver, se deben tomar al menos las
mismas muestras que en el caso de los animales vivos, hisopos traquea-
les/bucofaríngeos e hisopos cloacales o heces (contenido intestinal) y
además se pueden tomar muestras de tráquea, pulmón, sacos aéreos,
intestino, bazo, riñón, cerebro, hígado y corazón.
Las muestras, sobre todo los hisopos, deben introducirse en tampón
fosfato-salino a pH fisiológico (PBS) con antibióticos (con el fin de
evitar la proliferación bacteriana), en cantidad suficiente para cubrir la
muestra pero no en exceso para no diluir el posible virus.
En cuanto al número de animales a muestrear, la Unión Europea
(Commission of The European Communities, 2006) recomienda que se
tome:
 Hisopos cloacales de 20 animales o de todos los animales presen-
tes en caso de ser menos de 20.
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 Hisopos traqueales/bucofaríngeos de 20 animales o de todos los
animales presentes en caso de ser menos de 20.
 Un mínimo de cinco aves muertas si hubieran muerto reciente-
mente o sacrificadas en el caso de que estén gravemente enfermas
o moribundas.
 Sangre sin anticoagulante, para investigación serológica, de 20 ani-
males o de todos los animales presentes en caso de ser menos de 20.
En el caso de que el envío se realice en menos de 48 horas, las mues-
tras deben ser conservadas a 4º C desde su obtención hasta la llegada al
laboratorio. También es importante que los hisopos se transporten en
posición vertical con el fin de que el algodón siempre vaya incluido en el
PBS. En el caso de que no sea posible garantizar el transporte al labora-
torio en menos de 48 horas desde la toma, las muestras se deben congelar
a 70º C y ser transportadas sin romper la cadena de frío.
3.3.2. Técnicas de cribado o «screening» para la detección
3.3.2. de virus de la influenza aviar
La presencia de virus influenza en muestras biológicas o ambienta-
les con fines de screening rápido puede detectarse mediante una serie de
técnicas de eficacia, sensibilidad y factibilidad variables, entre ellas la
inmunofluorescencia directa en cortes de tejidos, los ELISA de detec-
ción de antígeno, y los «pen-site test» o pruebas factibles «a pie de
granja» mediante kits fácilmente transportables, basados en técnicas in-
munoenzimáticas o inmunocromatográficas. Sin embargo, la técnica más
versátil, sensible y específica para el «screening» de virus de la IA sigue
siendo la RT-PCR, que es por ello la prueba recomendada para este fin
tanto en la Directiva 2005/94/EC (Commission of The European Com-
munities, 2006) como en el manual de la OIE (Office International des
Epizooties, 2005), siendo la técnica de elección según el Laboratorio de
Referencia de la UE para la Influenza Aviar (Weybridge, RU). Aunque
existe un número de métodos de RT-PCR de detección de virus de in-
fluenza aviar bastante extenso (Brown, 2006), un método eficaz que es
bastante conocido es el descrito por Fouchier y cols. (Fouchier et al.,
2000), dirigido a la amplificación específica de una región del gen de la
nucleoproteína muy conservada entre virus influenza tipo A, por lo que
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detectará todos los virus pertenecientes a este género. Sin embargo,
recientemente se han desarrollado métodos de RT-PCR en tiempo real
(RRT-PCR) basados en sondas fluorogénicas hidrolizables, tipo «Taq-
Man», para la detección de virus influenza, que conjuntamente con sis-
temas automatizados de extracción de ácidos nucléicos permiten aumen-
tar enormemente la capacidad de análisis de muestras por PCR. En 2002
Spackman y cols. (Spackman et al., 2002) describen un método de de-
tección por RRT-PCR con sonda TaqMan de virus influenza tipo A,
dirigido a la amplificación de una región de la proteína matriz, altamen-
te conservada, que se reveló útil para la detección de virtualmente todos
los virus influenza tipo A. La ventaja de este método sobre los conven-
cionales no es solamente que aumenta considerablemente la capacidad
de procesamiento de muestras, y con ello la velocidad de análisis, sino
que además resulta muy sensible, aventajando en este aspecto al aisla-
miento de virus por inoculación en huevos embrionados (Alexander,
2005) (apartado 3.3.3). En la actualidad, en el Laboratorio Central de
Veterinaria, Algete (Centro Nacional de Referencia para Influenza
Aviar), se ha logrado automatizar esta técnica empleando sistemas robo-
tizados de extracción de ácidos nucleicos, así como formatos de RRT-
PCR de 384 pocillos, estimándose que de esta manera se puede analizar
la presencia de virus de la influenza aviar en unas 1.400 muestras diarias
(Agüero et al., 2006a). En la práctica se han llegado a realizar hasta casi
1.000 análisis en un solo día sin agotar la capacidad del sistema.
3.3.3. Aislamiento del virus de la influenza aviar
Se debe recalcar que aunque los métodos de «screening» y tipifica-
ción rápidos son muy eficaces y resultan muy útiles, no sustituyen a los
métodos clásicos y en particular al aislamiento del virus, que es el paso
previo fundamental que permite una caracterización completa y exhaus-
tiva del virus (Commission of The European Communities, 2006; Con-
sejo de la Unión Europea, 2005; Office International des Epizooties,
2005). El aislamiento viral se logra normalmente inoculando extractos
de órganos (pulmón, tráquea, intestino, cerebro) y heces de aves muertas
o hisopos de cloaca y/o tráquea de animales vivos en huevos embriona-
dos de pollo de 9 a 11 días, o bien en células fibroblásticas de cultivo
primario derivadas de embrión de pollo, aunque esta técnica es menos
AZUCENA SÁNCHEZ Y COLS.
90
utilizada, por lo que en este artículo nos referiremos únicamente a la
técnica de aislamiento en huevos embrionados de pollo. Estos embrio-
nes se deben obtener de gallinas SPF (libres de patógenos específicos).
Antes de inocular los embriones, se deben revisar los huevos em-
brionados en cámara oscura con el ovoscopio, para certificar la edad, la
viabilidad y la localización del embrión. Tras delimitar la cámara de aire
se define el punto de inoculación, que debe estar localizado a una dis-
tancia aproximada de 3 mm por encima de la cámara de aire y en el
extremo opuesto a donde se encuentra el embrión. Los embriones SPF,
no menos de cuatro por muestra, se inoculan en la cavidad alantoidea y
se incuban a 35-37º C durante seis días. Los embriones que mueran en
las primeras 24 horas no se tomarán en consideración siempre y cuando
se demuestre que el líquido alantoideo no presenta actividad hemaglu-
tinante. Generalmente el virus de la IA mata a los embriones entre los
dos y cuatro días postinoculación, aunque la cepa H5N1 altamente pa-
tógena puede matar al embrión en menos de 20 horas.
Se recoge el líquido alantoideo de todos los embriones muertos y de
los que queden hasta el término del período de incubación, para la rea-
lización de la prueba de hemaglutinación (HA). Si no se detecta HA se
debe repetir el procedimiento anterior utilizando fluido alantoideo sin
diluir como inóculo. El fluido amnio-alantoideo de los embriones infec-
tados por el virus de IA tiene una concentración suficiente de hema-
glutininas para producir la aglutinación de eritrocitos de pollo. Esta pro-
piedad del virus permite en forma fácil, rápida y sencilla identificarlo
mediante la hemaglutinación en placa. En todos los casos donde se de-
muestre la presencia de hemaglutininas en embriones inoculados, se
deberá descartar la presencia de otros agentes hemaglutinantes como los
paramyxovirus aviares.
Ante una HA positiva del fluido alantoideo, existen varias técnicas
que permiten confirmar la presencia de un virus Influenza A, inmuno-
difusión en gel de agar (AGID), ELISA o técnicas moleculares.
3.3.4. Técnicas de tipificación de virus de la influenza aviar
Una vez detectado el virus influenza, es necesario determinar a qué
subtipo pertenece. La determinación clásica se basa en el uso de antisue-
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ros específicos. La técnica empleada para tipificar la hemaglutinina de
superficie del virus, conocida como Inhibición de la Hemaglutinación
(IHA), consiste en medir la inhibición de la capacidad hemaglutinante
del virus con diluciones de antisueros de especificidad conocida frente
a los 16 distintos subtipos de virus IA, H1-H16. Para tipificar la neura-
minidasa de superficie se emplea asimismo una técnica serológica equi-
valente, la inhibición de la neuraminidasa (INA) que mide la capacidad
de inhibir la actividad enzimática de la neuraminidasa viral por medio
de la adición de antisueros específicos preparados frente a los nueve dis-
tintos subtipos de neuraminidasa existentes, N1-N9. Estas técnicas re-
quieren que la preparación de virus a tipificar tenga una cierta concen-
tración, que sólo se alcanza normalmente cuando se multiplica el virus
por inoculación en huevos embrionados de pollo, o bien en cultivos ce-
lulares (ver apartado 3.3.3). Estas técnicas son lentas y laboriosas, por
lo que para llegar a un resultado normalmente se requieren varios días.
Sin embargo, ese tiempo puede ser demasiado largo cuando se trata de
tomar decisiones en relación con el control de una enfermedad como la
IA. Por ello se han desarrollado y ya están disponibles métodos de
subtipado rápido, dirigidos fundamentalmente a confirmar o descartar
los subtipos H5 y H7, puesto que, como ya hemos señalado, son los más
relevantes desde el punto de vista de la sanidad animal. Estos análisis
se realizan sobre las muestras biológicas directamente, sin necesidad de
aislamiento previo del virus, lo que permite obtener un resultado en
pocas horas. Se emplean en general el mismo tipo de técnicas que en los
«screening» rápidos (RT-PCR convencional y RRT-PCR), salvo que
adaptadas a la detección específica de los subtipos H5 y H7 (Spackman
et al., 2002; Agüero et al., 2006b). En el caso de las RRT-PCR con
sondas TaqMan, mucho más sensibles que la RT-PCR convencional, se
han desarrollado diferentes métodos para detectar H5 y H7, aunque
debido a la alta variabilidad de los genes que codifican para estas gli-
coproteínas, no ha sido fácil encontrar regiones suficientemente conser-
vadas en todos los aislados de IA de estos subtipos. Spackman y cols.
(2002) describieron métodos útiles para identificar por RRT-PCR los
aislados H5 y H7 americanos, pero no así los euroasiáticos. Distintas
modificaciones en las secuencias de las sondas y los cebadores han
incrementado el rango de detección, que ahora incluye tanto linajes
euroasiáticos como americanos de H5 y H7.
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Dada la necesidad de un diagnóstico rápido de las recientes cepas
circulantes de alta patogenicidad del subtipo H5N1, recientemente
(Agüero et al., 2006b) ha descrito una nueva RRT-PCR dirigida a la
identificación directa de la neuraminidasa N1 en muy poco tiempo (unas
dos horas). Esta técnica se emplea en conjunto con las técnicas de
«screening» y de tipificación rápida de H5 por RRT-PCR, de forma que
los positivos a IA son tipados rápidamente, permitiendo confirmar o
descartar el subtipo H5N1 en aproximadamente dos horas.
De todas formas debemos insistir en que los métodos de tipificación
rápidos son complementarios a las técnicas clásicas de tipificación. El
aislamiento permite una fuente de virus reproducible para estudios de-
tallados, no sólo de los genes de las proteínas de superficie, sino de
otros que pueden también estar implicados en patogenicidad, así como
en los estudios de epidemiología molecular (apartado 3.3.7) que permi-
ten establecer relaciones filogenéticas entre aislados virales, y por lo
tanto, conocer datos de interés respecto al origen de los virus. La iden-
tificación del subtipo por estas técnicas es una labor intensa y requiere
la capacidad de producción y mantenimiento de gran cantidad de anti-
sueros y reactivos, algo que no está al alcance de muchos laboratorios.
Por ello, los Laboratorios Nacionales de Referencia deben mantener la
capacidad de identificar y tipificar los virus influenza detectados, y de
analizar la virulencia por técnicas in vivo y/o in vitro.
3.3.5. Determinación de patogenicidad del virus de influenza aviar
Muchas especies de aves son susceptibles de ser infectadas por virus
de influenza tipo A, siendo las aves acuáticas el principal reservorio de
estos virus. La mayoría de los aislados de influenza A son de baja pa-
togenicidad para pollos y pavos, principales especies de aves afectadas
con importancia económica. Como ya se señaló anteriormente, se distin-
guen dos grupos de virus dependiendo de la enfermedad que producen
en aves de corral: virus de influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP),
que causan enfermedad grave con infección generalizada de los anima-
les infectados y tasas de mortalidad próximas al 100%, y virus de in-
fluenza aviar de baja patogenicidad (IABP), que producen una enferme-
dad leve con infección respiratoria primaria, a menos que sea exacerbada
por otras infecciones concomitantes u otros factores.
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La determinación de patogenicidad se puede realizar por dos méto-
dos, uno clásico (inoculación in vivo) y otro molecular (análisis de la
secuencia del sitio de procesamiento proteolítico de la hemaglutinina
viral). Como se expuso anteriormente (apartado 3.1), ambos métodos
conviven y son igualmente válidos en la legislación a la hora de carac-
terizar la patogenicidad de una cepa de influenza aviar.
 El primero de los métodos consiste en la determinación del índice
de patogenicidad intravenoso (IPIV) por inoculación de diez polli-
tos SPF de seis semanas de edad por vía endovenosa con el líquido
alantoideo positivo procedente de aislamiento en huevo embriona-
do y observándose durante diez días (Commission of The Euro-
pean Communities, 2006). El índice se calcula según el número de
pollitos enfermos y muertos en este periodo de tiempo. El rango
de valores del IPIV va entre 0 y 3, donde 0 corresponde a un
resultado en el que todos los pollitos permanecen sanos tras diez
días de la inoculación, mientras que tres significa que todos los
pollitos han muerto en 24 horas. Se considera que el virus inocu-
lado tiene alta patogenicidad cuando el IPIV obtenido es igual o
superior a 1,2.
 El segundo método se basa en el análisis de la secuencia del sitio
de procesamiento proteolítico de la hemaglutinina viral. La deter-
minación de la secuencia de nucleótidos de esta secuencia de ac-
tivación (HA0) del gen que codifica para la hemaglutinina, permi-
te deducir el motivo de aminoácidos en esta región de la proteína
y compararlo con los descritos para otros aislados de influenza
tipo A, de alta y de baja patogenicidad, constituyendo un indicador
fiable de virulencia o potencial virulencia (Senne et al., 1996;
Steinhauer, 1999) (Tablas 1 y 2). Si la secuencia de aminoácidos
encontrada en el aislado que se está analizando es similar a la de
otros virus de influenza aviar de alta patogenicidad, el aislado
deberá considerarse de alta patogenicidad. Este análisis puede
realizarse mediante amplificación del RNA viral por RT-PCR,
empleando primers específicos que abarquen esta región del gen
de la hemaglutinina, y posterior secuenciación del fragmento am-
plificado. En la actualidad la presencia de múltiples aminoácidos
básicos en el sitio de procesamiento de la hemaglutinina está cla-
ramente admitida como indicador fiable de virulencia o potencial
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virulencia de los aislados de influenza aviar H5 y H7, por lo que
es el método de elección para la determinación inicial de patoge-
nicidad de estos virus. Sin embargo, la sensibilidad de la RT-PCR
convencional es relativamente baja, por lo que a menudo es nece-
sario el aislamiento y propagación del virus en huevos embriona-
dos para poder rendir una amplificación de H5 o H7 útil para
estudios de secuenciación.
Es importante poder realizar ambos métodos de determinación de
patogenicidad ya que ante un resultado por secuenciación de baja pato-
genicidad, se debe hacer el ensayo de inoculación in vivo con el fín de
descartar la posible presencia de poblaciones mezcladas de virus de alta
y baja patogenicidad. Asimismo, ante un resultado de baja patogenici-
dad por determinación de IPIV, es conveniente secuenciar para llevar a
cabo el estudio molecular ya que éste nos puede indicar que la cepa
aislada es potencialmente una cepa de alta patogenicidad.
Conviene mencionar que existe otro método (si bien no oficial) que
nos puede sugerir la posible patogenicidad de un aislado de Influenza
Aviar. Se trata de medir la capacidad formadora de placas de lisis en
cultivo celular en presencia y ausencia de tripsina.
Se utilizan fibroblastos de embrión de pollo o líneas celulares como
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK). Las cepas de alta patogenicidad
suelen producir placas en presencia y ausencia de tripsina. Las cepas de
baja patogenicidad solamente producen placas de lisis cuando son ino-
culadas en presencia de tripsina.
3.3.6. Diagnóstico serológico
Las pruebas serológicas se utilizan para demostrar la presencia de
anticuerpos específicos. Éstos pueden detectarse aproximadamente 7 días
después de la infección.
Con los estudios serológicos se pueden poner en evidencia tanto los
anticuerpos de grupo (frente a virus Influenza A, sin discriminar el
subtipo) como los anticuerpos específicos frente a las distintas HA y NA
(Guan et al., 2002).
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3.3.6.1. Técnicas serológicas para la detección de anticuerpos
3.3.6.1. de grupo frente a virus Influenza A
Las técnicas más utilizadas son la Inmunodifusión doble en gel de
agar (AGID) y la prueba ELISA:
 AGID: Para la realización del AGID se utiliza como antígeno el
líquido alantoideo de embriones infectados que contiene tanto
proteína NP como proteína matriz. El AGID sirve para detectar
anticuerpos en gallinas y pavos, pero no para las demás especies
ya que no todas las especies aviares producen anticuerpos preci-
pitantes, especialmente los patos (Commission of The European
Communities, 2006; Office Internatinal des Epizooties, 2005).
 ELISA: Es una técnica más sensible que el AGID. Los ELISAs
disponibles hasta ahora eran ELISAs indirectos para la detección
de anticuerpos en gallinas y pavos, lo que dificultaba la realiza-
ción de investigaciones serológicas en otras especies, patos y aves
silvestres, por ejemplo. Actualmente se han desarrollado y se están
evaluando ELISAs de competición que permiten la detección de
anticuerpos frente a Influenza A, independientemente de la espe-
cie de la que se trate.
3.3.6.2. Técnicas para el análisis de los distintos subtipos del virus
3.3.6.2. Influenza A
 Inhibición de Hemaglutinación (IHA) para la detección de anti-
cuerpos específicos frente a los distintos subtipos de HA. Se basa
en la capacidad de los anticuerpos presentes en el suero de unirse
a la hemaglutinina vírica y evitar la aglutinación de eritrocitos de
pollos por el virus. A nivel de la UE esta prueba se suele realizar
con los antígenos H5 y H7 y es una prueba cuantitativa, permitien-
do determinar el título de anticuerpos en el suero. Cuando la téc-
nica IHA se utiliza para detectar subtipos específicos de H y sub-
tipos desconocidos de N, como se está realizando en el plan de
vigilancia de la UE para H5 y H7 en aves de corral y silvestres,
se recomienda utilizar dos antígenos H5 y dos H7 de diferentes
subtipos con distintas NA para así eliminar la posible interferencia
en IHA con los anticuerpos N (Zambon, 2001).
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 Técnicas para detectar anticuerpos frente a la NA: La técnica dis-
ponible hasta ahora ha sido la Inhibición de Neuraminidasa. Es
una técnica incómoda de realizar ya que se realiza en tubo siendo
difícil su adaptación a microplaca. Recientemente se ha desarrolla-
do y pronto estará disponible, una técnica ELISA para la detección
de anticuerpos frente a la neuraminidasa N1. Esta técnica hace
posible la aplicación a gran escala del sistema DIVA (Differentia-
ting Infected from Vaccinated Animals) con el fin de diferenciar
aves vacunadas de infectadas. Hasta ahora el DIVA en los sueros
de aves se basaba en inmunofluorescencia utilizando células de
insecto inoculadas con N1 recombinante (Capua et al., 2003) lo
que reducía su uso a pocos laboratorios y dificultaba el análisis a
gran escala.
3.3.7. Epidemiología molecular de los virus de la influenza aviar
El genoma del virus influenza tipo A se encuentra en constante
evolución o variación genética, especialmente los genes que codifican
las glicoproteínas de superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa
(NA), lo que genera una continua emergencia de nuevas cepas virales.
Los mecanismos de variación son tanto la aparición y acumulación de
mutaciones puntuales, como grandes cambios ocurridos por intercambio
de segmentos génicos (genetic reassortment = reordenamiento genético)
entre dos cepas distintas del virus. Este último debido a la naturaleza
segmentada del genoma del virus influenza A, que hace posible el in-
tercambio de segmentos entre dos cepas del virus que coinfecten si-
multáneamente una célula permisiva (Nicholson et al., 2003; Zambon,
2001).
En los últimos años se ha venido realizando la caracterización gé-
nica de muchos aislados de influenza A mediante secuenciación, parti-
cularmente de los genes de HA y NA, tanto por parte de laboratorios
encargados del diagnóstico como por los dedicados a la investigación
básica de la biología del virus. En la actualidad se conoce la secuencia
de nucleótidos total o parcial de un gran número de cepas virales obte-
nidas a lo largo de los últimos 50 años. La disponibilidad de esta infor-
mación, que se encuentra depositada en bancos de secuencias de acceso
público, permite la comparación de los distintos aislados virales y la
INFLUENCIA AVIAR: DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO
97
elaboración de árboles filogenéticos en los que se representa de forma
gráfica la relación de parentesco entre los mismos.
Este tipo de análisis ha permitido demostrar, por ejemplo, que los
brotes de Pensilvania, 1983; Méjico, 1994-95, e Italia, 1999, los causa-
ron virus de influenza aviar de alta patogenicidad (H5N2 en los dos pri-
meros casos y H7N1 en el caso de Italia), generados por mutaciones a
partir de un virus precursor, del mismo subtipo pero de baja patogeni-
cidad (Capua y Alexander, 2004; García et al., 1996). También con esta
metodología se ha puesto de manifiesto que el virus que infectó huma-
nos en Hong Kong en 1997, surgió probablemente por un reordenamien-
to genético en el que adquirió el gen de la HA de la cepa H5N1 A/
goose/Guangdong/1/96, el de la NA y otros de la cepa H6N1 A/teal/
Hong Kong/W312/97, y el resto de genes de la cepa H9N2 A/quail/
Hong Kong/G1/97 (Hatta y Kawaoka, 2002; Subbarao y Shaw, 2000).
Así como el hecho de que, si bien el virus H5N1 del brote Hong Kong
1997 se eliminó con el sacrificio masivo de millones de aves, sus ances-
tros permanecieron y han generado nuevas cepas H5N1, todas ellas con
un origen en común con el aislado Hong Kong 1997, pero que represen-
tan distintas ramificaciones dentro del árbol filogenético (genotipos).
Estos nuevos genotipos han dado lugar a la reemergencia de la enferme-
dad en varias ocasiones en Asia (Guan et al., 2002; Li et al., 2004), y
recientemente su extensión a Europa y África.
La caracterización génica de un nuevo aislado de influenza A y su
comparación con las secuencias accesibles en las bases de datos, permi-
te establecer su relación filogenética con otras cepas virales y proporcio-
na datos sobre su origen más probable. Este tipo de análisis constituye
una herramienta, asimismo de enorme utilidad para estudios epidemio-
lógicos de la enfermedad.
4. DIAGNÓSTICO DE INFLUENZA AVIAR EN ESPAÑA
4.1. Vigilancia epidemiológica
Desde el año 2003 se lleva a cabo en España la vigilancia epidemio-
lógica específica de Influenza Aviar, coordinándose desde la Subdirec-
ción General de Sanidad Animal del Ministerio de Agricultura, Pesca y
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Alimentación 3, dos planes de vigilancia a nivel nacional y que en el año
2006 se concretan en:
4.1.1. Plan de Vigilancia de la Influenza Aviar en España
4.1.1. en aves silvestres
En el año 2006 y debido a la evolución que ha tenido la Influenza
Aviar en los meses anteriores, se ha intensificado la vigilancia en aves
silvestres con el fin de estudiar la posible presencia de los subtipos H5
y H7 de Influenza Aviar en las aves silvestres de España, así como en
las aves migratorias que anualmente pasan por nuestro país.
Lo que se pretende es la detección de virus, por lo que las muestras
que se toman son hisopos cloacales y traqueales/bucofaríngeos.
El Plan incluye dos tipos de actuaciones:
4.1.1.1. Programa de vigilancia pasiva
De acuerdo a este programa se toman muestras de todas las aves
silvestres que aparecen muertas. Se hace referencia especial a las aves
que puedan aparecer muertas en vertederos próximos a ciudades, ya que
éstos suponen zonas donde coinciden y se concentran tanto aves migra-
torias como sedentarias.
4.1.1.2. Programa de vigilancia activa
Este plan se basa en las líneas directrices marcadas por la UE y que
señalan que el muestreo debe incluir el 70% de aves acuáticas, el 20%
de aves marinas y el 10% de otro tipo de aves.
Para la toma de muestras, España se ha dividido en cuatro zonas:
Norte, Sur, Centro y Zona Mediterránea. El número de aves a analizar en
cada una de estas zonas se ha calculado para detectar un animal infectado
3 El Plan Nacional de Vigilancia de la Influenza Aviar en España, 2006, puede ser
consultado en la web del Ministero de Agricultura, Pesca y Alimentación: http://
www.mapya.es
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con una prevalencia esperada del 1% con un intervalo de confianza del
99%. Según esta estimación en 2006 en cada zona se deben analizar 458
aves distribuidas según la proporción marcada por especies.
4.1.2. Plan de Vigilancia de la Influenza Aviar en España
4.1.2. en aves domésticas
Con este programa se pretende definir la prevalencia de los subtipos
H5 y H7 en las diferentes especies de aves de corral. El muestreo se ha
estratificado por Comunidades Autónomas (CCAA), por tipo de granja
(según el tipo de ave que albergue) y por número de animales dentro de
cada explotación. En total en España en el año 2006 se van a estudiar den-
tro del Plan de Vigilancia de Aves Domésticas, 725 explotaciones de aves
de corral, distribuidas por CCAA y por especies. Las muestras a analizar
en esas explotaciones es suero. En el caso de que una explotación resulte
positiva se toman muestras para la posible detección de virus.
4.2. Diagnóstico
El Laboratorio Central de Veterinaria (LCV), como Laboratorio Na-
cional de Referencia para Influenza Aviar, coordina el diagnóstico lleva-
do a cabo en España, de acuerdo, a su vez, con las directrices del Labora-
torio Comunitario de Referencia, situado en Weybridge (Reino Unido).
4.2.1. Diagnóstico serológico
Hasta ahora en las CCAA se analizan los sueros de gallinas y pavos
por ELISA y los positivos se mandan al LCV para su serotipado por
IHA. Los sueros del resto de especies son analizados directamente en el
LCV por IHA para determinar anticuerpos frente a H5 y H7. Con la
inminente disponibilidad de ELISAs de competición que permiten la
detección de anticuerpos de Influenza A en sueros de cualquier especie,
esta distribución se verá modificada, ya que en un futuro muy próximo
se analizarán todos los sueros en los laboratorios de las CCAA enviando
al LCV únicamente los sueros positivos a Influenza A para ser tipados.
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4.2.2. Diagnóstico virológico
En el LCV se realiza el diagnóstico de Influenza Aviar siguiendo los
pasos siguientes (ver Figura 1):
1.º SCREENING POR RRT-PCR GENÉRICA.
2.º CARACTERIZACIÓN MOLECULAR H5N1 POR RRT-PCR.
3.º AISLAMIENTO EN EMBRIÓN DE POLLO.
4.º CARACTERIZACIÓN CON ANTISUEROS ESPECÍFICOS.
5.º DETERMINACIÓN DE PATOGENICIDAD MOLECULAR E
IN VIVO.
FIGURA 1. Esquema del diagnóstico de Influenza Aviar en el LCV: detección y caracte-
rización.
Para poder procesar el alto número de muestras que se reciben cada
día para el diagnóstico de Influenza Aviar, el LCV dispone de un sis-
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tema de alta capacidad que permite el análisis por PCR de unas 1.400
muestras, como ya se ha señalado anteriormente.
Se ha transferido la tecnología del screening de Influenza Aviar por
RRT-PCR genérica a los laboratorios de las CCAA y actualmente ya
hay varios laboratorios capacitados para hacer este diagnóstico. Ante la
aparición de una muestra positiva por RRT-PCR en el laboratorio de una
Comunidad Autónoma este procederá al envío de dicha muestra al LCV
para su caracterización y aislamiento.
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